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Resumen 
Los organismos marinos han sido reportados como una fuente de compuestos 
biológicamente activos comparados con los aislados de la superficie terrestre. Dentro de 
los animales marinos las esponjas son una de las más importantes fuentes de nuevos 
compuestos con diferentes tipos de actividades biológicas. En este estudio, se evaluaron 
extractos de tres esponjas marinas procedentes del Golfo de Urabá Colombiano con el 
fin de evaluar sus potenciales genotóxico, citotóxico y antiproliferativo en dos líneas 
celulares una de hámster (CHO-K1) y otra humana derivada de cáncer (Jurkat). Se 
analizaron extractos de diferentes polaridades de las esponjas Amphimedon compressa, 
Iotrochota birotulata y Myrmekioderma gyroderma. Se encontró que el extracto 
metanólico de la esponja A. compressa mostró un efecto promisorio a una IC50 de 
12µg/ml. Adicionalmente se demostró que su efecto estaba relacionado con alteraciones 
en el ADN además de influir en la progresión del ciclo celular.  
Palabras clave: Organismos marinos, esponjas, genotoxicidad, citotoxicidad, progresión 
del ciclo celular, extractos. 
Abstract 
Marine organisms have been reported as a rich source of biologically active compounds, 
even more than those living on earth. Among marine animals, sponges are one of the 
most prominent sources of new compounds with different types of biological activities. In 
this study, we tested extracts from three Colombian marine sponges from the Uraba Golf 
aiming to evaluate their cytotoxic, genotoxic and anti-proliferative effects on cultured cells 
lines (hamster CHO-K1 and human leukemia Jurkat cells). We analyzed extracts of 
different polarities from Amphimedon compressa, Iotrochota birotulata and 
Myrmekioderma gyroderma sponges. We found that the methanolic extract from A. 
compressa sponge showed a promissory cytotoxic effect, with an IC50 of 12µg/ml. 
Additionally, we demonstrate that its cytotoxic effect is related with alterations in DNA and 
cell cycle progression. 
Keywords: Marine organisms, sponges, genotoxicity, cytotoxicity, cell cycle progression, 
extracts  
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Introducción 
La vida en el mar es mucho más diversa que la que se conoce en tierra, y a pesar de su 
reciente exploración se ha logrado reportar de sus organismos 22000 nuevos productos 
comparados con los 131000 existentes de origen terrestre 1-7, teniendo en cuenta que la 
tasa de éxito de encontrar una sustancia química activa nueva es 500 veces mayor 
comparado con las especies terrestres 8; 9. Posiblemente la explicación se encuentre en 
el tiempo y presión evolutiva a la que están sometidos los organismos marinos 
conduciéndolos a sintetizar sustancias potentes como medio de defensa y adaptación 1; 2; 
9. Estas sustancias se han venido explotando como fuentes potenciales de promisorios 
fármacos10-12 y que probablemente en el futuro se obtengan cientos de miles nuevos 
compuestos de origen marino 11; 13. 
 
Las esponjas son los animales multicelulares más primitivos y uno de los más 
importantes y diversos componentes de la fauna béntica de arrecifes coralinos14. Solo las 
esponjas marinas son la fuente del 38% de todos los productos naturales marinos 
reportados, con más de 5300 sustancias bioactivas de múltiples acciones y 
químicamente diferentes, aumentando la lista anualmente 1; 6; 15-18. En las esponjas se 
han identificado nuevos metabolitos como alcaloides, esteroles, terpenoides, incluyendo 
lípidos, en particular glicolípidos y fosfolípidos inusuales en otros organismos vivos, estos 
últimos principalmente localizados en sus membranas y microorganismos simbiontes 19-
25. Las actividades biológicas encontradas en las sustancias aisladas de las esponjas 
marinas son de tipo antimicrobiana, neurotóxica, citotóxica, antimitótica con acción sobre 
enzimas específicas, entre otras18; 26-31. Determinados compuestos pueden estar 
presentes en diferentes esponjas independiente del ambiente 32-34 aunque también hay 
sustancias propias de esponjas del mismo género 35. 
En la tabla 1-1 se mencionan algunos de los diferentes compuestos aislados de esponjas 
marinas en donde se puede apreciar las diferentes y diversas aplicaciones.6; 20. 
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Tabla 3-1 Compuestos aislados de esponjas marinas y su actividad. Tomado de Bluntet al;. 
20116 
COMPUESTO ESPONJA ACTIVIDAD REFERENCIAS 
Acyclovir 
Derivado sintético del 
nucleósidoArabinosildeTethy
a cripta 
Contra el virus del Herpes 
simple Elion et al. (1977) 
Ara-A/Ara-C 
(vidarabina/cytarabina) 
Derivado sintético del 
nucleósidoArabinosildeTethy
a cripta 
Contra el virus del Herpes 
simple 
Privat de ´garilhe y de 
Rudder (1964) 
Leucettamol A Leucettaaff. microrhaphis Previene la formación de proteasomas activos Kong y Faulkner (1993) 
Strepsiamides A–C Strepsichordaia Lendenfeldi Citotóxico Ibrahim et al. (2008) 
Exiguaquinol Neopetrosia exigua Inhibición de Helicobacter pylori Leone et al. (2008) 
Ciliatamide A–C Aaptosciliata Citotóxico Nakao et al. (2008) 
Taumycins A Y B Fascaplysinopsis sp. Citotóxico para células leucémicas humanas UT-7 Bishara et al (2008) 
Jaspamides H, J Y L Jaspissplendans Citotóxico y disrupción de microfilamentos. Gala et al (2008) 
Callyaerin G Callyspongiaaerizusa Péptido rico en prolina. Citotóxico Ibrahim et al. (2008) 
Stylopeptide 2 Stylotellasp. Péptido. Citotóxico Brennan et al. (2008) 
Homophymine A Homophymiasp. Inhibición de infección de HIV-1 Zampella et al. (2008) 
Polydiscamides B–D Irciniasp. Modulación del dolor Feng et al. (2008) 
Koshikamide B Theonellasp. Citotóxico Araki et al. (2008) 
Latrunculin A Latrunculia magnifica 
Inhibición de la invasión 
tumoral y activación de HIF-1 
en cáncer de pecho. 
El Sayed et al. (2008) 
Spongistatin-1 Spongiasp. Induce apoptosis en células de leukemia. Pettit et al (1993) 
Bromophenol Dysideasp. Citotóxico y antibacterial Zhang et al. (2008) 
Nakinadines C–D Amphimedonsp. Citotóxico Nishi et al. (2008) 
Aaptamine Aaptosaaptos Antidepresivo en ratón Diers et al. (2008) 
Renierol Haliclonasp. Inhibidor de la xantina oxidasa McKee y M. Ireland (1987) 
Nagelamides M Agelassp. Antifúngico Kubota et al. (2008) 
Ageladine A Agelasnakamurai Colarente indicador del pH intracellular Bickmeyer et al. (2008) 
Dispyrin Agelas dispar Antagonista adrenérgico y y receptor histaminico Kennedy et al. (2008) 
Aplysamine 6 Pseudoceratinasp. 
Inhibidor de la 
isoprencilcisteinacarboxilmeti
ltransferasa 
Buchanan et al. (2008) 
Clavatadines A Y B Subereaclavata Inhibidor de la coagulación sanguínea Buchanan et al. (2008) 
Ianthesine E Pseudoceratinasp. Antagonista del receptor de adenosine A1. Kalaitzis et al. (2008) 
Halichonadin E Halichondriasp. Citotóxico Kozawa et al. (2008) 
Manoalide Luffariellavariabilis Bloqueacanales de Calcio. Skindersoe et al. (2008) 
Hyrtiosal Hyrtioserectus Inhibidor de la integras de HIV-1  Du et al. (2008) 
Spheciosterols 
A–C Spheciospongiasp. 
Inhibidor de la proteína 
quinasa C Whitson et al. (2008) 
 
En las esponjas del género Amphimedon se han aislado más de 86 nuevos compuestos, 
y entre las bioactividades encontradas se encuentran: citotóxicas, antiangiogénicas, 
neurotóxicas, además de actividad inhibitoria de la ADN-topoisomerasa I 30; 36, además, 
pueden tener lípidos inusuales incluyendo ácidos grasos 37, dentro de los cuales se 
Introducción 3 
 
 
encuentran los ácidos Amphimicos A y B 38, y los diferentes tipos de Nakinadinas algunos 
con características citotoxicas39. 
De la especie  Amphimedon compressa se ha aislado la toxina denominada Halitoxin el 
cual se ha encontrado en varias especies del mismo género (Schimitz, F.J. et al.;1978) y 
un potente antibacterial denominado Ciclostellettamina12, que igualmente ha mostrado 
cierto efecto inhibitorio sobre la enzima dihidrofolatoreductasa40. 
Del género Iotrochota se han aislado varios tipos de esfingolípidos y diferentes tipos de 
compuestos halogenados, como alcaloides y derivados de tirosina, evidenciando cierto 
tipo de citotoxicidad, inhibición del crecimiento celular, además, de actuar sobre 
diferentes enzimas, y el ADN41; 42. Dentro de los metabolitos reportados en las esponjas 
de este género, se encuentra la Purpurona la cual fue considerada inicialmente un 
artefacto, producto de la extracción hidrolítica43. 
Como en especies similares, Iotrochota birotulata posee gran cantidad de yodo en la 
forma de alcaloides yodotirosinados44. Se sabe que la función de estos metabolitos 
halogenados sintetizados por los organismos tienen funciones que van desde hormonas 
hasta compuestos de defensa 45. 
Del género Myrmekioderma, el compuesto más relevante es el Curcuphenol46 reportado 
con actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Cryptococcus 
neoformans47, acción antifúngica contra Candida albicans, antimalárica contra 
Plasmodium falciparium48 y actividad antileismaniasis49. Otros estudios han revelado 
actividad antitumoral en líneas celulares humanas y de ratón, mostrando citotoxicidad 
independiente de p53 50-52. 
En la Región Caribe, se ha reportado 12046 especies marinas5, representado la mayor 
concentración de especies dentro del océano Atlántico 53, sin embargo la biota marina 
permanece desconocida, a pesar del gran interés en las investigaciones taxonómicas 
llevadas a cabo en el Caribe5. En Colombia, la búsqueda de este tipo de compuestos se 
registran en esponjas del Caribe Colombiano, en donde se han encontrado diferentes 
tipos de compuestos como fluoroterpenos y diferentes tipos de ácidos grasos con 
actividades antibacteriales, antifúngicas, citotóxicas, antitumoral y contra diferentes tipos 
de líneas celulares 52; 54-56. 
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En el presente estudio, teniendo en cuenta los recursos genéticos potenciales que se 
pueden encontrar en la gran diversidad biológica marina presente en nuestro país, se 
plantea la necesidad de realizar exploración de nuevas sustancias que aporten 
información que contribuya a la generación de tratamientos más eficaces contra diversas 
patologías. Estas investigaciones además, contribuyen al conocimiento de nuestro 
entorno llevándonos a un mejor aprovechamiento y óptimo manejo de los recursos 
naturales renovables, que tienen incidencia en los aspectos social y económico, entre 
otros. 
Nuestra hipótesis de trabajo, consistió en considerar que los extractos de tres esponjas 
marinas poseían actividades biológicas que determinan su capacidad de generar 
respuestas citotóxicas, genotóxicas, y causar efecto en la proliferación celular. 
Por tal motivo, el objetivo principal del presente estudio es identificar los potenciales 
efectos biológicos desde el punto de vista citotóxico, genotóxico y antiproliferativo, de 
extractos provenientes de tres diferentes esponjas marinas colectadas en el Golfo de 
Urabá colombiano, y así conocer el potencial bioactivo de organismos marinos 
colombianos y su potencial biotecnológico. 
. 
 
  
 
1. Materiales y Métodos 1 
1.1 Extractos de esponjas 
Las especies de esponjas usadas en este estudio, Amphimedon compressa, Iotrochota 
birotulata, y Myrmekioderma gyroderma pertenecientes al orden Haplosclerida fueron 
colectadas en el Golfo de Urabá en el 2001 y fueron congeladas para su preservación y 
clasificadas taxonómicamente por el Dr. Sven Zea. Cada muestra de esponja húmeda 
fue cortada en pequeños pedazos (aproximadamente 3 x 3 cm) y posteriormente extraída 
con solventes de diferente polaridad (metanol, diclorometano y n-hexano) de la siguiente 
manera: la muestra de esponja se extrajo exhaustivamente con metanol hasta 
desaparición del color, el extracto fue filtrado y posteriormente evaporado a sequedad 
con presión reducida y agitación constante a una temperatura menor a 40 ºC. El mismo 
procedimiento se repitió con los solventes diclorometano y hexano. Los extractos secos 
de las esponjas se conservaron refrigerados, protegidos de la luz, el aire, el calor y la 
humedad. Posteriormente una pequeña cantidad de muestra de cada extracto fue 
pesada y disuelta en 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO), y las concentraciones resultantes 
oscilaron entre 27 y 45 mg/mL. Las muestras fueron preservadas hasta el momento de la 
realización de las pruebas. 
1.2 Mantenimiento y cultivo de líneas celulares 
Se utilizaron las líneas celulares Jurkat, línea inmortal transformada con crecimiento en 
suspensión proveniente de linfocitos T leucémicos humanos que no expresan las 
proteínas p53 y p16 y la línea celular CHO-K1, línea adherente, establecida e inmortal 
derivada de fibroblastos de ovario de hámster chino, que produce grandes cantidades de 
IL-2 al ser estimulados con ésteres de forbol. Ambas líneas celulares fueron cultivadas en 
medio RPMI-1640 (GIBCO) suplementado con suero fetal bovino (SBF) (GIBCO) al 5% a 
37 ºC en una atmósfera húmeda con CO2 al 5% (condición estándar). Para el 
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desprendimiento celular en el caso de CHO-K1  se usó Tripsina-EDTA (0,025%) (GIBCO) 
con inactivación posterior con medio completo (5% de SBF). 
Para todos los ensayos, los cultivos se mantuvieron en fase exponencial de 36h a 48h 
post-siembra. 
1.3 Ensayos de Citotoxicidad y Viabilidad celular 
1.3.1 Ensayo de Viabilidad celular 
El efecto del extracto sobre la viabilidad de las células fué evaluado durante  60 horas, 
para esto se establecieron cultivos por duplicado e incubados en condiciones estándar de 
cultivo por aproximadamente 46 h antes de aplicar el tratamiento. Finalmente alícuotas 
de 50 µl de la suspensión celular fueron teñidas con 50 µl de Azul de Tripano (0,5%) (1:1) 
a temperatura ambiente por 3 minutos, luego las células fueron contadas en un 
microscopio óptico 57. Las células no viables son teñidas de púrpura-violeta debido al 
daño de la membrana celular el cual permite su difusión a través de ella, mientras que las 
células viables no permiten la coloración 57. 
La viabilidad celular fue determinada según la siguiente fórmula:  
 
En donde N1 son células sin colorear y N2 representan células coloreadas.  
1.3.2 Ensayo de MTT 
El MTT (3-(4,5-dimetihylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) (SIGMA) es un 
colorante amarillo soluble en agua derivado de sales de tetrazolio, el cual mediante un 
proceso enzimático de una célula viable es reducido a una sustancia insoluble de color 
azul (formazán) siendo este proporcional al numero de células viables 57. Brevemente, 
para el desarrollo del ensayo se usaron platos de 96 pozos y se sembraron 6x103y 
8x103células por pozo de Jurkat y CHO–K1 respectivamente, las células en fase 
exponencial de crecimiento fueron expuestas  al extracto de la esponja durante 20 h. El 
control negativo (C-) fueron células en cultivo sin ningún tipo de modificación,  el control 
del solvente (CS) son células a las que se le adiciona únicamente DMSO (concentración 
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final de 0,04%). Después del tiempo del tratamiento fue adicionado 10 µl/pozo de la 
solución de MTT (5mg/ml) e incubados los cultivos a 37ºC y a 5% de CO2 en oscuridad, 
durante 4 horas se adicionó isopropanol ácido (0,1% HCl  fumante, 10% Tritón) para 
diluir los cristales de formazán formados e inmediatamente se determinó la densidad 
óptica (DO) a 540nm, con el fin de calcular la citotoxicidad causada por el extracto 
mediante la siguiente ecuación:  
 
En donde A representa la absorbancia de las células no tratadas, y B la absorbancia de 
las células tratadas. 
En el análisis estadístico se hizo un análisis de varianza (ANOVA) de una vía para las 
comparaciones con los controles. 
1.3.3 Eficiencia de clonación en Línea celular CHO-K1 
La eficiencia de clonación es un ensayo de proliferación que evalúa la capacidad de una 
célula individual para formar una colonia después de un tratamiento58 y las que hayan 
perdido esta habilidad son consideradas clonogénicamente muertas59. 
Brevemente, los ensayos de clonación fueron realizados por triplicado en cultivos de 
células tratadas durante 18 horas. Luego las células tripsinizadas y contadas fueron 
sembradas en cajas de Petri en una dilución de 300 células en 5ml de medio, además 
suplementado con 20% de medio preacondicionado (hecho en el laboratorio). La 
evaluación de las colonias se realizó a los 9 días posteriores a la siembra determinando 
la eficiencia de clonación absolutas (ECA) y eficiencia de clonación relativa (ECR), de 
cada una de las muestras usando las siguientes fórmulas: 
 
A= número de colonias formadas y B = número de células sembradas inicialmente. 
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Las  Eficiencias de Clonación absolutas (ECA) del tratamiento fueron evaluadas con las 
de los controles, mediante una comparación de proporción binomial con un nivel de 
significancia de 0,05.  
1.4 Ensayos de Genotoxicidad 
1.4.1 Evaluación de Aberraciones Cromosómicas 
La evaluación de aberraciones cromosómicas es una prueba de clastogenicidad muy 
importante utilizada como biomarcador en estudios de exposición ocupacional a 
radiaciones ionizantes y químicas 60. Consiste en cuantificar los cambios estructurales 
inducidos en los cromosomas y observados en la primera metafase después del daño 
inicial61. Muchos cambios pueden ser letales afectando la división celular y causando la 
muerte celular, pero algunos cambios pueden no causar problemas en la división celular 
pudiendo ser transmitidos a generaciones posteriores61. 
Brevemente, se realizaron triplicados del tratamiento con sus respectivos controles de 
células no tratadas (C-) y del solvente (CS). El extracto de la esponja fue adicionado en 
fase exponencial de crecimiento celular durante 20 horas y luego los cultivos fueron 
bloqueados durante las últimas 2 horas con una solución de Colcemid (SIGMA) a una 
concentración final de 0,2 mg/ml. El índice mitótico fue calculado como la proporción de 
metafases encontradas en una población de 1000 células contadas. Las células fueron 
concentradas por centrifugación y resuspendidas en una solución hipotónica 
precalentada de citrato de sodio (0,7%) por 10 minutos y fijadas con una solución 
metanol-acido acético (3:1). Las preparaciones se flamearon suavemente y se tiñeron 
homogéneamente con solución de tinción Giemsa (5%). Como aberraciones 
cromosómicas estructurales fueron evaluadas los quiebres cromatídicos (B), quiebres 
cromosómicos o isocromatidicos (BB), cromosomas dicéntricos (DC), cromosomas en 
anillo (R), y figuras multirradiales (MR) (Savage; 1996). 
Para la significancia estadística se realizó una comparación de proporción binomial con 
un intervalo de confianza del 95%, además, se determinaron los intervalos de confianza 
para las diferencias de los valores p obtenidos62. 
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1.4.2 Ensayo Cometa 
El ensayo cometa ó electroforesis alcalina de células individuales es una técnica simple, 
sensible y relativamente de bajo costo utilizada para medir el grado de clastogenicidad 
del ADN en células individuales 63-66 logrando detectar roturas tanto de cadena sencilla 
como de cadena doble presentes en el ADN 67.  
El principio del ensayo se basa la migración de fragmentos de ADN con cualquier tipo de 
rotura desencadenando efectos desastrosos en la cromatina altamente ordenada 66. Los 
fragmentos liberados de las hebras rotas fácilmente migran hacia un electrodo positivo 
(ánodo) sometidos a un campo eléctrico, dejando un rastro de ADN que va desde la 
cabeza (ADN no fragmentado) hasta formar la cola, cuya longitud refleja la diversidad de 
daños obtenidos después de someterse a un agente clastogénico, Esta imagen en forma 
de un “cometa” en el que muestra los fragmentos de ADN de tamaño mayor respecto a 
los fragmentos más alejados menor tamaño 66; 68. Según la forma del cometa, éstos se 
pueden clasificar en 5 niveles, en donde el nivel 1 representa una célula sin daño y el 5 
con el máximo daño (Figura 1-1). 
 
Figura 1-1Tipos de cometas según el nivel de degradación del ADN.Los tipos 1 hasta 5, 
representan los distintos grados cuantitativos de daño del ADN desde el nivel sin daño hasta el 
daño total (Tomado de Paz y Miño et al.,2008) 69.  
Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo alcalino propuesto por Singh y Tice 64; 
67. Las suspensiones de células de ambas líneas celulares fueron tratadas con el extracto 
de la esponja; como control positivo se usó peróxido de hidrógeno a una concentración 
final de 50 µM 67, el control negativo fueron células sin tratar (C-) y un control de solvente 
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que fueron células a las cuales se les agregó el DMSO al 0,04 % equivalente al presente 
en el tratamiento (CS). Las células expuestas al peróxido de hidrogeno fueron 
mantenidas a 4 º C durante 30 minutos. 
Brevemente, se mezclaron 1x105 células/ml con 90 µl de agarosa de bajo punto de fusión 
(LMA 0,5%) (SIGMA) y se colocaron en un portaobjetos pre-tratados con 100 µl de 
agarosa NMA (0.5%) (SIGMA). El gel se dejó solidificar a 4º C durante 8 minutos, y luego 
se sumergieron en la solución de lisis (2.5M NaCl, 0.1 M  EDTA, 10 mM Tris-HCL 10% 
DMSO, 1% de Triton X 100 pH 10) al menos 60 minutos a 4º C. Posteriormente las 
placas fueron lavadas con PBS frío e incubadas con Buffer de corrido (300 mM NaOH, 1 
mM EDTA, pH > 13) a 4º C por 30 minutos en una cámara de electroforesis 
(desnaturalización). El corrido electroforético se realizó a 25V y 300mA durante 30 
minutos, después de lo cual los portaobjetos fueron neutralizados por 15 minutos (0.4 M 
de Tris HCl pH 7.5) y deshidratados con metanol absoluto. Una vez secos los 
portaobjetos se tiñeron con 40 µL de Bromuro de Etidio (2 µg/ml) y se visualizaron en un 
microscopio de fluorescencia (ZEISS) con el objetivo 20X. Se analizaron al azar 50 
nucleoides por placa, midiendo la longitud de cola y el momento de cola con el software 
TritekComet Score v1,5. Todos los pasos fueron realizados en la oscuridad desde la 
exposición al buffer de lisis, para prevenir daño adicional al ADN 64. 
Para ambos parámetros de evaluación se usó la prueba de Kruskal-Wallis de 
comparación de medianas, debido a la presencia de valores extremos que impedían la 
distribución normal de los errores. 
1.4.3 Intercambios de Cromátidas Hermanas (ICH) 
Los intercambios de cromátidas hermanas representa un intercambio simétrico de 
segmentos cromatídicos en un cromosoma individual sin cambiar la estructura general 
del cromosoma70. El punto de intercambio de las dos cromátidas hermanas parece ocurrir 
citológicamente en el mismo locus aunque su precisión molecular es aún desconocida 70. 
Es posible su observación al microscopio óptico gracias a la incorporación del análogo 
nucleotídico 2´-deoxi-5´-Bromodeoxiuridina (5¨-BrdU) en combinación con fluorocromo 
Hoechst 33258 71. 
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Brevemente, cada tratamiento fue evaluado por triplicado en platos de 6 pozos, a cada 
cultivo en fase exponencial de crecimiento se le adicionó 25 µl/pozo de 5-BrdU (1mg/ml) 
(SIGMA) y se incubó en oscuridad por aproximadamente 20h. Pasado este tiempo, el 
tratamiento fue aplicado por 15h. Una hora antes de la cosecha se agregó Colcemid (0,2 
mg/ml) al cultivo para inducir bloqueo en metafase. Posteriormente, las muestras fueron 
procesadas como se describió en la prueba de aberraciones cromosómicas. 
Tinción: Después de haber realizado el esparcido cromosómico, los portaobjetos son 
madurados. Posteriormente son sumergidos en Hoechst 33258 durante 10 minutos, 
luego son lavados y llevados a la cámara de fotólisis, donde las placas son cubiertas con 
una solución de sales citratadas (2XSSC) y sometidos a una lámpara de luz amarilla a 
60º C  durante 20 minutos. Pasado el tiempo los portaobjetos son lavados y teñidos con 
Giemsa al 5% durante 3 minutos. 
Un mínimo de 50 mitosis fueron contadas por repetición con el fin de realizar el análisis 
de varianza (ANOVA) de dos vías. 
1.5 Ensayos de Ciclo Celular por Función de 
Acumulación 
Este ensayo permite evaluar el efecto de un determinado agente sobre la cinética 
proliferativa mediante conteo del índice mitótico (IM) en cultivos tratados continuamente 
con un antimitótico durante un tiempo equivalente a la duración del ciclo celular de cada 
línea celular evaluada, con el fin identificar bloqueos en cualquier fase del ciclo celular 
causados por la sustancia evaluada. 
Con el fin de determinar si el extracto evaluado actúa directamente en algunas de las 
fases del ciclo celular de las dos líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, se sometieron 
cultivos duplicados en fase exponencial de crecimiento a la acción del antimitótico 
Colcemid (0,2 mg/ml) y del tratamiento con el extracto de la esponja  durante 14 horas de 
tratamiento, con sus respectivos controles. La cosecha de los cultivos se realizó con 
intervalos de 2 horas entre cada uno de los tiempos iniciando desde t=0. Los resultados 
de las repeticiones se promediaron y se compararonn contra los controles. 
Los resultados de los índices mitóticos se graficaron y se estimó el efecto del tratamiento 
en el ciclo celular por diferencias significativas existentes entre las pendientes 
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resultantes. Se aplicó la prueba t-Student de dos colas para comparación de pendientes 
con un p= 0.05. En la línea celular CHO-K1 se obtuvo una mejor normalización de los 
datos cuando se trabajo con el logaritmo de éstos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
2.1 Determinación de la IC 50 de Extractos de las 
esponjas Amphimedon compressa, Mirmekioderma 
gyroderma e Iotrochota birotulata en líneas celulares 
CHO-K1 y Jurkat. 
La determinación de la concentración que inhibe aproximadamente la mitad de la 
población celular (IC50) de los extractos metanólico, hexánico y diclorometano de las 
esponjas marinas Amphimedon compressa, Mimerkioderma gyroderma e Iotrochota 
birotulata se realizó basándonos en la prueba de viabilidad celular con el colorante azul 
de Tripano como se indica en la ecuación (1). Excepto una de las concentraciones de los  
extractos de las tres esponjas evaluadas, no mostraron efectos citotóxicos a 
concentraciones menores de 100 µg/ml en las líneas celulares Jurkat y CHO-K1. En 
efecto, el extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa fue el único que 
mostró citotoxicidad (Tabla 2-1). En la Figura 2-1 se muestra que la concentración de 12 
µg/ml redujo a la mitad la viabilidad celular de ambas líneas celuares. 
Tabla 2-1. IC50 obtenidas para los extractos en diferentes solventes de tres esponjas marinas 
colombianas en líneas celulares Jurkat y CHO-K1 mediante azul de Tripano. 
ESPONJA 
LINEA 
CELULAR 
EXTRACTO (µg/ml ) 
METANÓLICO HEXANICO DICLOROMETANO 
Myrmekioderma 
gyroderma 
JURKAT > 100 > 100 > 100 
CHO-K1 >100 > 100 > 100 
Amphimedon 
compressa 
JURKAT 12* Sin actividad > 100 
CHO-K1 12* > 100 > 100 
Iotrochota 
birotulata 
JURKAT > 100 > 100 > 100 
CHO-K1 > 100 > 100 > 100 
*El extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa se identificó como el más activo de 
la totalidad muestreada.  
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Para continuar con evaluaciones posteriores, se tuvieron en cuenta los lineamientos 
planteados por el Instituto Nacional de Cáncer de los Estados Unidos (NCI) en donde se 
considera que las concentraciones de hasta 100 µg/ml para extractos o fracciones de 
productos son promisorios, cuando se obtienen en la determinación de la IC5072. 
Teniendo en cuenta lo anterior, sumado a los resultados obtenidos en este estudio, se 
continuó con la evaluación del extracto metanólico de la esponja Amphimedon 
compressa, ya que la IC50 encontrada es candidata para evaluar su potencial bioactivo 
con otras pruebas de genotoxicidad y antiproliferación (Figura 2-1). Con el fin de observar 
el efecto biológico se determino una concentración cercana a la mitad de la IC50 hallada 
(7 µg/ml) del extracto metanólico (EM) de la esponja A. compressa. 
 
 
Figura 2-1 Concentración inhibitoria 50 (IC50) del extracto metanólico de la esponja Amphimedon 
compressa en las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat. *Las líneas continuas representan la 
tendencia lineal de los datos reportados para cada una de las líneas celulares. 
 
2.2 Efecto citotóxico del extracto metanólico de la 
esponja Amphimedon compressa. 
La evaluación de citotoxicidad varía dependiendo del estudio que se quiere llevar a cabo 
y si las células están muertas o simplemente se ha alterado su metabolismo73. Por esta 
razón, en el presente estudio, se realizó una batería de pruebas para evaluar diferentes 
parámetros relacionados con la acción citotóxica de diferentes concentraciones del 
extracto metanólico de Amphimedon compressa. 
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2.2.1 Viabilidad celular mediante azul de Tripano 
El efecto del tratamiento evaluado por la exclusión de las células teñidas con el colorante 
azul de Tripano, mostró valores de viabilidad en un rango entre 84% a 88% en ambas 
líneas celulares durante la hora 60 de cultivo (Figura 2-2). 
 
 
Figura 2-2 Efecto citotóxico de la esponja Amphimedon compressa medida durante 60 horas en 
las líneas celulares CHO-K1 (A) y Jurkat (B). (EM) extracto metanólico; CM, células sin tratar, (CS) 
control del solvente. 
 
El control del solvente mostró un ligero incremento en la citotoxicidad sin sobrepasar la 
del extracto. La Figura 2-2 muestra la citotoxicidad del extracto de la esponja A. 
compressa sin llegar a diferenciar  en los dos tipos celulares evaluadas. 
2.2.2 Ensayo de MTT 
El ensayo MTT basado en la actividad enzimática mitocondrial, es útil para la evaluación 
de la supervivencia y proliferación celular74. La absorbancia del formazán producido al 
exponer los cultivos al extracto metanólico puede ser equivalente al número de células 
viables, con lo cual se determina el porcentaje de citotoxicidad (ecuación 2) y la viabilidad 
es expresada como la media ± desviación estándar de tres réplicas. 
 
A B 
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Figura 2-3 Evaluación de la actividad citotóxica del extracto de la esponja Amphimedon 
compressa en las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat por medio del ensayo de MTT. (EM) extracto 
metanólico de la esponja Amphimedon compressa; (C-) células no tratadas; (CS) control del 
solvente.  
 
Los resultados mostrados en la figura 2-3 revelan que no hubo efecto citotóxico 
diferencial considerable del extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa 
sobre ambas líneas celulares a la concentración usada. A pesar de que hubo diferencia 
en el efecto con respecto a los controles (p<0,005), el leve daño citotóxico fue semejante 
para ambas líneas. 
2.2.3 Eficiencia de clonación de la línea celular CHO-K1. 
Realizada en la línea celular CHO-K1 sometida al extracto metanólico de la esponja 
Amphimedom compressa en la determinación del efecto citotoxico de EM sobre una línea 
no derivada de cáncer. Debido a la alta sensibilidad de la técnica, ésta es ampliamente 
usada en la evaluación de agentes citotóxicos 58; 75, determinado el potencial bioactivo a 
largo plazo mediante la evidencia de muerte celular mediante la evaluación de la 
proliferación celular. 
Los resultados obtenidos para la línea celular CHO-K1 se muestran en la figura 2-4. 
Inicialmente se sembraron 300 células, se trataron con el extracto de la esponja y se 
obtuvo en promedio 249 ± 2,65 colonias, representado en una ECA del 83%, al parearla 
con la ECA de los controles (Figura 2-4), mostró un efecto significativo de la acción del 
tratamiento sobre la línea celular CHO-K1 (p<0,05). De la misma manera la eficiencia de 
clonación relativa (ECR) fue alrededor de 86% afirmando de esta manera algún efecto en 
la población tratada con el extracto de la esponja. 
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Figura 2-4 Eficiencia de clonación obtenida en células CHO-K1. (EM) extracto 
metanólico de la esponja Amphimedon compressa; (C-) células no tratadas; (CS) control 
del solvente.  
La detección in vitro de la citotoxicidad ha demostrado ser muy efectiva en el 
descubrimiento de nuevos agentes activos, para el desarrollo de agentes 
anticancerigenos76.El interés en desarrollar nuevos modelos de ensayo de citotoxicidad 
se ha incrementado, por la necesidad de hacer la evaluación de una manera rápida y 
económica pretendiendo que los resultados sean cuantificables y reproducibles77. 
 
El carácter citotoxico del EM de la esponja se observó inicialmente con la determinación 
de la IC50, que fue del orden de 12 µg/ml, siendo esta considerablemente baja si se tiene 
encuenta que estamos partiendo de un extracto y no de fracciones ni de compuestos 
aislados. De esta manera hemos considerado el EM de la esponja A compressa según lo 
planteado por el NCI como un extracto con potencial bioactivo, prediciendo igualmente 
una potencia más alta en la purificación de los compuestos activos menor a 4 µg/ml78. 
 
La tinción por azul de Tripano permite la visualización de las células viables de las no 
viables, el colorante teñirá aquellas células con daño en la membrana celular 
posiblemente precediendo  su muerte. De esta forma, este ensayo puede complementar 
lo encontrado con el ensayo de MTT arrojando información sobre el metabolismo celular 
así como de la viabilidad 77. 
Los resultados obtenidos con el ensayo de viabilidad celular y con la prueba de MTT, no 
evidenciaron una acción citotóxica clara del extracto metanólico frente a las dos líneas 
celulares CHO-K1 y Jurkat. El porcentaje de viabilidad celular no se diferenció por azul 
de Tripano en las 60 horas de exposición a la concentración de tratamiento del EM. 
Igualmente los resultados de citotoxicidad del  MTT  revelaron una correlación con los 
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datos de viabilidad del azul de Tripano, por lo que se podría descartar de esta manera la 
presencia de falsos positivos reportados en algunas ocasiones para el MTT 79. 
Teniendo en cuenta lo anterior, no se puede afirmar que exista una acción  citotóxica 
diferencial entre las líneas celulares Jurkat y CHO-K1 evaluadas. Adicionalmente, se 
puede considerar que en ciertas circunstancias los compuestos bioactivos pueden perder 
su actividad cuando permanecen mezclados con otras sustancias que inhiben su acción 
específica, efecto conocido como  antagonista 27. Por tanto, los fraccionamientos 
biodirigidos del extracto permitirían el aislamiento de un compuesto(s) bioactivo(s) 
presente, pero con efectos inhibitorios y que posiblemente actúe a concentraciones 
mucho más bajas que las reportadas 27; 80. 
El bajo nivel citotóxico mostrado hasta el momento por el extracto metanólico de la 
esponja A. compressa contrastan con estudios previos de la esponja en donde se han 
aislado compuestos citotóxicos como el Halitoxin el cual se le ha demostrado actividad  
citotóxica contra peces y ratones81. 
Tanto el ensayo MTT como el de azul de Tripano son denominados  de tiempo corto, lo 
que significa que miden la acción citotóxica de una sustancia desde el punto de vista 
metabólico y de viabilidad, en un periodo de tiempo corto, por lo cual pueden ser 
reversibles en determinadas circunstancias 73. Por otro lado, la evaluación de la 
supervivencia celular por medio de la eficiencia de clonación permite la evaluación de la 
capacidad  proliferativa de la población celular 73después de tratamiento con el extracto 
de la esponja y de esa manera observar si las pruebas de corto tiempo, realmente 
causan la muerte celular impidiendo su proliferación o si aquellos daños observados 
fueron reparados por la misma maquinaria celular73 
El ensayo de eficiencia de clonación realizado para la línea celular CHO-K1 mostró 
resultados similares al usar concentraciones menores a la IC50 de extracto metanólico de 
la esponja A. compressa disminuyendo el efecto citotóxico semejante a lo observado en 
MTT y azul de Tripano.  
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2.3 Evaluación del potencial genotóxico 
2.3.1 Aberraciones cromosómicas 
El efecto del extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa sobre la de 
aberraciones cromosómicas en las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat, se clasificaron  
dependiendo del tipo de  acuerdo a lo descrito en metodología. La prueba se considera 
positiva si el promedio de las alteraciones encontradas en un tratamiento es tres o dos 
veces mayor que el control (Figura 2-6). 
En la tabla 2-2 se observan las frecuencias de aberraciones cromosómicas presentes en 
la línea celular CHO-K1 tratada con el extracto  metanólico de Amphimedon compressa. 
El 8% (24/300) de las mitosis presentó al menos una alteración, observándose efectos 
significativos en esta línea con relación a sus controles (C-: p=0.029183). 
Tabla 2-2 Aberraciones cromosómicas presentes en la línea celular CHO-K1 tratada con el 
extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa. 
CHO-K1 
MITOSIS 
EVALUADAS 
(n) 
B BB DC/R MR 
MITOSIS 
ABERRANTES* 
(%) 
C- 80 1 (1,3%) 0 2 (2,5%) 1 (1,3%) 5 
CS 100 0 0 2 (2%) 0 2 
C+ 100 67 (67%) 71 (71%) 18 (18%) 55 (55%) 90 
EM 300 13 (4,3%) 8 (2,7%) 3 (1%) 0 8 
*Porcentaje de mitosis con al menos una aberración. 
(EM) Extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa; (C-) Células no tratadas y (CS) 
control del solvente, (C+) Células tratadas con mitomicina C, (B) Quiebre cromosómico o 
isocromatidico (BB) Cromosomas dicéntricos (DC) Cromosomas en anillo y (R) Figuras 
multirradiales (MR). 
En el caso de la línea celular Jurkat, la frecuencia de aberraciones cromosómicas 
causadas por la exposición al el extracto metanólico de la esponja Amphimedon 
compressa, se incrementó notablemente mostrando una diferencia altamente significativa 
al comparar el efecto del extracto de la esponja en cada una de las líneas evaluadas (p< 
0.01) (Figura 2-5). El 74,2% (23/31) de la población en Jurkat expuesta al extracto 
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metanólico presentó al menos un tipo de aberración cromosómica, de los cuales el 100% 
de éstos presentaba al menos un quiebre cromatídico (tabla 2-3). Igualmente se observó 
que la concentración de extracto de la esponja usada suprimió la actividad mitótica de las 
células en aproximadamente el 90% de la población (ver tabla 2-2 y 2-3). 
Tabla 2-3 Aberraciones cromosómicas presentes en la línea celular Jurkat tratada con el 
extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa.  
Jurkat  
MITOSIS 
EVALUADAS 
(n) 
B BB DC/R MR  
MITOSIS 
ABERRANTES* 
(%) 
C- 100 0 0 4 (4%) 1 (1%) 5 
CS 100 0 0 3 (3%) 0 3 
C+ 11 6 (54,5%) 5 (45,5%) 1 (9,1%) 2 (18,2%) 72,7 
EM  31 23 (74,2%) 4 (12,9%) 1 (3,2%) 2 (6,5%) 74,2 
*Porcentaje de mitosis con al menos una aberración. 
(EM) Extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa; (C-) Células no tratadas y (CS) 
control del solvente, (C+) Células tratadas con mitomicina C, (B) Quiebre cromosómico o 
isocromatidico (BB) Cromosomas dicéntricos (DC) Cromosomas en anillo y (R) Figuras 
multirradiales (MR). 
 
 
Figura 2-5 Comparación de las aberraciones cromosómicas en las líneas celulares CHO-K1 y 
Jurkat. EM: Extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa; C-: Células no tratadas 
CS: Control del solvente, B: Quiebre cromosómico o isocromatídico BB: Cromosomas dicéntricos 
DC: Cromosomas en anillo y R: Figuras multirradiales (MR). 
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Figura 2-6 Aberraciones cromosómicas de tipo quiebre cromatídico presentes en la células 
Jurkat.(A) quiebre sencillo,por cromosoma (B) quiebres multiples por cromosoma. 
 
Es notable que el efecto del extracto sobre las aberraciones cromosómicas en la línea 
celular Jurkat fue ligeramente más alta que la observada en el control positivo, en tal 
caso no se encontró diferencia significativa entre el efecto causado por la mitomicina C y 
el extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa (p=0.53342) (Tabla 2-3). 
Teniendo en cuenta los anteriores resultados, puede afirmarse que el porcentaje de 
aberraciones cromosómicas en la línea celular Jurkat se incrementa significativamente 
con respecto al control negativo cuando se usa el extracto de la esponja; un intervalo de 
confianza del 95% para la diferencia media en el porcentaje de aberraciones está entre 
51% y 87% 62 . En contraste, al usar el extracto sobre la línea CHO-K1 no se observaron 
diferencias significativas en el porcentaje de aberraciones producidas en relación con el 
control. 
2.3.2 Ensayo Cometa 
La técnica alcalina del ensayo cometa fue empleada con el fin de identificar de forma 
cuantitativa el efecto clastogénico en el ADN de las líneas CHO-K1 y Jurkat del extracto 
metanólico de la esponja A. compressa. La figura 2-5 muestra los diferentes parámetros 
cuantitativos evaluados en el análisis de los cometas obtenidos. Tanto en la longitud de 
cola (Figura 2-7A) de los cometas como en el momento de cola (Figura 2-7B) se 
observaron correlación de datos por lo que ambos resultados pueden ser comparables. 
En ambos casos se notó claramente el efecto clastogénico ejercido por EM sobre la línea 
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celular Jurkat (p<0,05), siendo este último ligeramente mayor que el ejercido por el 
peróxido de hidrogeno (p>0,05), por tanto el nivel genotóxico evidenciado por parte del 
extracto fue mayor cuando se sometió a Jurkat, comparado con el efecto mostrado en la 
línea CHO-K1 (p<0.05). Igualmente, el daño sufrido por CHO-K1 fue ligeramente mayor 
que los controles, mas sin embargo no se encontró significancia estadística para este 
efecto.  
 
Figura 2-7Evaluación de la longitud de cola (A) y el momento de cola  (B)  para cada una de las 
células evaluadas. (EM) extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa; (C-) células 
no tratadas; (CS) control del solvente; (C+) células tratadas con H2O2. 
El análisis estadístico de la morfología del cometa, al igual que la longitud del cometa y el 
momento de cola, en general se observa la tendencia de la línea Jurkat a formar cometas 
con un nivel de daño superior cuando es sometida a la acción del EM, comparado con la 
morfologías de cometas dadas en la línea CHO-K1 (p<0.01) (Figura 2-8). 
 
Figura 2-8 Análisis de varianza para la Morfología de los cometas para ambas líneas celulares. 
(EM) extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa; (C-) células no tratadas; (CS) 
control del solvente; (C+) células tratadas con H2O2.  
Las diferencias existentes entre los cometas evaluados de los tratamientos con el 
extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa se muestran en la figura 2-9. 
La presencia de quiebres en el ADN es más notoria en las células tratadas con el 
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extracto de la esponja sobre la línea celular Jurkat, mostrando un incremento de cometas 
de nivel 5 de clasificación morfológica, momentos de cola de 8,95±14,7 para Jurkat 
comparado con 2,51 ± 5,5 de la línea celular CHO-K1 respaldan esos resultados (Figura 
2-10). 
 
Figura 2-9 Cometas obtenidos de las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat mediante la técnica 
alcalina del ensayo cometa. A y C líneas celulares Jurkat y CHO-K1 respectivamente sometidas al 
extracto  metanólico de la esponja A. compressa; B y D controles negativos de células Jurkat y 
CHO-K1 respectivamente. 
 
Figura 2-10 Distribución de las morfologías de los cometas según su nivel de clasificación. (EM) 
extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa; (C-) células no tratadas; (CS) control 
del solvente; (C+) células tratadas con H2O2. 
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En resumen, en el caso de Jurkat la respuesta genotóxica de las células tratadas con el 
extracto fué mayor mostrando resultados semejantes que al encontrado con la 
mitomicina C, comparados con los resultados obtenidos en la línea CHO-K1 en el cual 
los resultados no se diferenciaron significativamente de sus controles. 
2.3.3 Intercambios de Cromátidas Hermanas ICH 
En la visualización de intercambios de material genético entre cromátidas hermanas se 
usó células expuestas al análogo nucleotídico 5´-2´-bromodeoxiuridina durante mínimo 
dos ciclos celulares para identificar la reparación de roturas de la cadena de ADN cuando 
estas son expuestas al extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa, y así 
determinar su posible efecto genotóxico debido a la relación que tiene la formación de los 
ICHs con roturas o por las reparaciones defectuosas de lesiones al ADN 82. 
Tabla 2-4 Intercambios de Cromátidas Hermanas en células CHO-K1 o Jurkat tratadas con el 
extracto metanólico de Amphimedon compressa. 
Tipo Mitosis (n) Células Totales IM (%)  Valor- p 
EM -Jurkat 20 2947 0,68   
CS 66 1603 4,12 <0.0001 
C+ 2 995 0,20 0,0803 
C-  28 971 2,88 <0.0001 
Tipo Mitosis (n) Células Totales IM (%)  Valor- p 
     
EM-CHO-K1  45 2948 1,50  
CS 22 978 1,71 0,6533 
C+ 5 993 0,50 0,0140 
C-  14 979 1,41 0,8335 
(EM) Extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa; (C-) Células no tratadas y (CS) 
Control del solvente 
Teniendo en cuenta que el análisis de los ICHs se realizan en aquellas células que se 
han dividido dos veces en presencia del 5´dBrU, en las poblaciones celulares las cuales 
habían sido tratado con el extracto metanólico de la esponja A. compressa, hubo una 
reducción generalizada de los índices mitóticos para ambas líneas celulares, 0.68 en el 
caso de Jurkat menos de la mitad del reportado para CHO-K1 que fue de 1,5 (Tabla 7). 
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Las características de las tinciones de los cromosomas eran propias de células de un 
ciclo y medio de división celular, contrastando con las mitosis de claros segundos ciclos 
de los respectivos controles, por lo que fue imposible determinar la frecuencia de ICHs 
presentes en las preparaciones. 
Teniendo en cuenta la clasificación de los agentes clastogénicos (dependientes o 
independientes de la fase S del ciclo celular) 60; 83,  por el grado de aberraciones de tipo 
quiebre cromatídico observadas, además, por la evidencias (aunque no representativas) 
de la presencia de otros tipos de aberraciones (figuras multirradiales), es muy posible 
que la acción realizada por el EM sobre la línea celular Jurkat sea dependiente de la fase 
S del ciclo celular 84; 85.  
Con respecto a lo observado en la figura 2-5 es clara la tendencia a la formación de 
aberraciones cromosómicas  en ambas líneas celulares por parte del tratamiento con el 
extracto de la esponja, siendo más sensible cuando se trata de la línea celular de origen 
linfoide Jurkat que con la de origen de fibroblastos de hámster CHO-K1. Posiblemente 
esto sea debido al rol de factores de susceptibilidad individuales84 de cada una de las 
líneas, además, los diferentes cariotipos igualmente juegan un rol importante en la 
formación de aberraciones cromosómicas 60 debido a la heterogeneidad existente entre 
los cromosomas y más aún entre líneas celulares86. 
En contraste, con los resultados de la acción del extracto en el efecto citotóxico, en el 
análisis de las aberraciones cromosómicas, se notó que la acción genotóxica ejercida por 
el extracto fue mayor en la línea celular Jurkat comparado con la línea celular CHO 
(Figura 2-6), lo cual muestra efecto diferencial en una línea derivada de cáncer y una 
establecida e inmortal. Sería útil realizar evaluaciones en otras líneas celulares humanas 
derivadas de cáncer para mirar el espectro del efecto clastogénico del extracto sobre 
estas, y así determinar la variabilidad de su acción en células de diferentes orígenes y 
características. 
Es importante tener en cuenta que la cantidad de aberraciones cromosómicas en la línea 
celular Jurkar con EM fue ligeramente mayor comparado con las producidas por la 
mitomicina C, resultado igualmente observado en la caracterización de los cometas 
obtenidos al tratar la misma línea con el EM, por lo que queda claro la capacidad 
clastogénica del extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa sobre el 
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ADN además de que esta actividad se vio influenciada principalmente hacia el material 
genético de la línea Jurkat. En estudios previos ya se había reportado la relación 
existente entre los resultados de ambas técnicas, en donde postulan el ensayo cometa  
como ensayo pronóstico en la formación de aberraciones cromosómicas con el fin de ser 
usado para propósitos reguladores 87.   
Por los resultados obtenidos en el presente estudio tanto de las aberraciones 
cromosómicas como del ensayo cometa, los cuales sugieren una respuesta genotóxica 
dosis-efecto dependiente y de forma diferencial en la acción del extracto metanólico de la 
esponja sobre las líneas celulares CHO-K1 y Jurkat. 
Además del claro efecto genotóxico evidenciado en las pruebas de Aberraciones 
cromosómicas y el ensayo cometa, es muy posible que el extracto de la esponja A. 
compressa igualmente esté influyendo en la cinética proliferativa de las líneas celulares 
debido a las observaciones de los productos mitóticos observados en la prueba de 
aberraciones cromosómicas y más evidentemente en la de Intercambios de cromatidas 
hermanas. 
 
2.4 Evaluación del potencial efecto antiproliferativo 
2.4.1 Función de acumulación 
En el análisis de la cinética proliferativa se determinó que la proliferación de las células 
Jurkat tratadas con extracto metanólico disminuyó desde las primeras horas de 
exposición a las células (Figura 2-11,A), en donde se observó que éstas proliferaban de 
una manera más lenta que sus controles debido a una disminución de la población 
mitótica, por lo que las pendientes resultantes mostraron diferencias estadísticas 
(p<0.01). Hecho contrario fue observado en la línea celular CHO-K1, en donde su tasa de 
división celular no se diferenció estadísticamente de lo reportado por los controles, 
aunque se observó una disminución de la proliferación igualmente desde el los primeros 
tiempos, nunca alcanzó significancia estadística (Figura 2-11,B). 
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Figura 2-11. Evaluación de la proliferación celular por función de acumulación de células 
tratadas con el extracto metanólico y bloqueadas con Colcemid, para la línea celular Jurkat (A); 
para la línea celular CHO (B). (EM): extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa; 
(C-) células no tratadas; (CS) control del solvente; (C+) células tratadas con H2O2.*Las líneas 
continuas representan la tendencia lineal de los daros reportados por cada uno de las líneas.  
 
La disminución en la proliferación reflejada en este ensayo, puede ser explicado por 
sustancias anti-alimentarias presentes en el extracto las cuales pueden inhibir la 
conducta normal de alimentación de las células, efecto demostrado en estudios previos 
de extractos crudos de la esponja Amphimedon compressa, dichas sustancias suponen 
un rol en la defensa química de esta esponja 81. 
 
Unas de las razones por la cuales se considera el efecto citotóxico del extracto 
metanólico de la esponja A. compressa independiente del tiempo es debido a que el 
efecto producido al tratar ambas líneas fue muy semejante en pruebas de corta duración 
(azul de Tripano y MTT) y en la de larga duración (Eficiencia de Clonación), además de 
ser dosis dependiente debido al usar una concentración inferior a la IC50 la citotoxicidad 
del extracto disminuyó logicamente. 
Con respecto al efecto genotóxico del extracto EM se observa la existencia de una 
respuesta dosis-efecto diferencial entre las líneas celulares debido a la magnitud de daño 
producido en la línea celular Jurkat comparado con el bajo efecto en CHO-K1 usando la 
misma concentración.  
Estudios previos plantean que el efecto citotóxico de una sustancia no influye en los 
resultados de los cometas 87, por tanto se descarta que la formación de los cometas ante 
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la exposición con EM sea debido a un posible efecto citotóxico ejercido del extracto sobre 
el material genético y por ende en la formación de los cometas. 
Los resultados anormales en el índice mitótico evidenciados en los ensayos de 
genotoxicidad, sumado a que el MTT no es capaz de distinguir entre sustancias 
citostáticas y citotóxicas, y que el ensayo de Eficiencia de Clonación solo mide muerte 
celular 58, se realizó la evaluación de la cinética del ciclo celular de ambas líneas 
celulares en presencia del EM. Los resultados mostraron que además de agente 
genotóxico, el EM influye de alguna manera en el ciclo celular, posiblemente, explicado 
por la potencial respuesta celular al daño causado en el ADN, la cual abarca múltiples 
mecanismos de reparación y respuestas de control que pueden retrasar la progresión del 
ciclo celular o modular la replicación del ADN 88.  
En resumen, el extracto metanólico de la esponja Amphimedon compressa mostró una 
actividad biológica promisoria con una IC50 de 12 µg/ml y al disminuir la concentración a 7 
µg/ml se observó poco efecto citotóxico, de manera opuesta al evidente efecto 
genotóxico, además se observó cierta acción citostática, lo cual fue corroborado en los 
resultados de las aberraciones cromosómicas y de ICH. 
  
 
3. Conclusiones y recomendaciones 
• Los resultados obtenidos en  las líneas celulares CHO y Jurkat tratadas con el 
extracto EM, permitió determinar el potencialbioactivo del extracto metanólico de 
Amphimedom compressa con una IC50 para ambas líneas celulares de 12 µg/ml. 
 
• El análisis de genotoxicidad revelo un mayor efecto diferencial del extracto 
metanolico de la esponja A. compressa sobre la línea celular de origen linfoide 
Jurkat respecto la línea de origen de fibroblastos CHO-K1. 
 
• El extracto metanólico de la esponja A. compressa retardó el ciclo celular de la 
línea celular Jurkat comparado con la línea celular CHO-K1, lo cual está de 
acuerdo con  el efectogenotoxicoencontrado en la línea Jurkat. 
 
• Se recomienda el fraccionamiento, aislamiento y purificación de sustancias 
candidatas presentes en el extracto metanólico de la esponja A compressa 
responsables de su alta actividad biológica, lo cual podría causar el mismo efecto 
a concentraciones menores a las reportadas en el presente estudio. 
 
• Se recomienda realizar otros estudios de mutagénesis o de ciclo celular por 
citometría de flujo para discriminar en qué fase del ciclo puede ser afectada cada 
línea celular. 
 
• Se recomienda realizar estos estudios  en otras líneas celulares derivadas de 
tumor para obtener más información el comportamiento biológico y diferencial del 
extracto.	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